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New procedure for inhibiting the activity of peptide hydrolases 
which do not require a free C-terminal carboxyl group in the substrate 
and which especially contain catalytically active serine or cysteine 
residues uses as inhibitor substances N-acyloxy-carboxamides (I) . 

R-CO-NH-O-CO-Rl (I) 

(where R is an alpha-amino acid, N-protected alpha-amino acid or 
peptidyl residue such that the corresponding cpd. contg. a -CO-NH- 
instead of -CO-NH-O-CO- linkage acts as a substrate for the peptide 
hydrolase; and Rl is unsubstd. phenyl or phenyl disubstd. by, 
preferably, F, CI, Br, N02 , CH3 or 0CH3) , the active inhibitor being an 
enzyme-activated intermediate of the nitrene type. 

Irreversible inhibition of peptide hydrolases such as 
dipeptidylpeptidase IV, thermitase (Thermoactinomyces vulgaris 
protease) and bovine pancreas elastase, in biochemistry, molecular 
biology, medicine, biochemical genetics, pharmacy and food technology. 
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Verfahren zur Hemmung der katalytischen AktlvitSt von Peptidhydrolasen 
Amfendungsgebiet der Erf indung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Hemmung der katalytischen 
Aktivitat solcher Peptidhydrolasen, die vahrend ihrer Funktion keine 
C-terminal fr^ien Carboxylgruppen im Substrat benotigen.und insbesondere 
katalytisch wirksame Serin- oder Cysteinreste enthalten. Solche Peptid- 
hydrolasen konnen unter labor diagnostischen, medizinischen und lebens- 
mitteltechnischen Gegebenheiten. oder bei Verfahren auf diesen Gebleten 
mit unerviinscht hoher Aktivitat auftreten. 

Inhibitoren von Peptidhydrolasen verden als Feinchemikalien in der 
Biochemie, Molekularbiologie, Medizin, biochemischen Genetik, Pharmazie 
sowie Lebensmittelvissenschaf t und -Industrie benotigt*. 

Charakteristik der bekannten technischen Losungen 

Bisher gelingt die gezielte Hemmung einiger Peptidhydrolasen insbesondorei 
durch die Isolierung proteinartiger Substanzen aus pflanzlichen und 
tierischen Organismen (Ann.Bev # Biochem # 593-626 (1980)) oder durch 
synthetisch zugangliche Substanzen, vorzugsveise aus der Klasse der 
Peptidaldebyde, der Peptidyl-halogenmethylketone, der Azapeptide und 
der Peptidyl-N-nitrosoamide (Methods in Bnzymology, Bd # XLVI, Academic 
Press, New York 1977, S,3~240) # 

In einem typischen Verfahren zur Geuinnung eines natiirlich vorkommenden 
Inhibitors filr die proteolytischen Enzyme Trypsin, Chymotrypsin, Plas- 
min und die Gruppe der Kininogenasen wird inhibitorhaltiges Material 
aus Helix pomatia isoliert und Uber aufvendige Zentrifugationsschritte 
und saulenchromatographische Verfahren zusn* aktivsn Inhibitor gereinigt 
(CH* ~ PS Hr # 590063)* 

Von den synthetisch darstellbaren Inhibitoren ergeben sich fiir Peptid- 
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aldehyde * u£d Azapeptide, insbesondere fUr solche, die mehrfunktionelle 
Aminosauren enthalten, langwierige Darstellungsverf ahren mit niedrigen 
Ausbeuten, 

Peptidyl-N-nitrosoamide enthalten die als mutagen bekannte N-Nitroso- 
amidgruppe, vodurch eine Anwendung weitgebend eingeschrankt vird # 

Die weiterhin beschriebenen Peptidyl-halogenmethylketone enthalten als 
&C -Halocarbonylverbindungen eine fUr Nucleophile, wie sie in biolo- 
gischen Flussigkeiten in hohen.Konzentrationen auftreten konnen, leicht 
angreifbar Halogenmethylgruppe # Die entstehenden Reaktionsprodukte be- 
sitzen nicht mehr die typischen Inhibitoreigenschaf ten der Peptidyl- 
halogenmethylketone, so dafl unter solchen Bedingungen der Gehalt an. 
aktiven Inhibitor am. Wirkungsort schnell absinkt (Amer # Rev,Resp#Dis, 
121, 381-38? (1980)), 

Aufierdem hat sich gezeigt, daB Peptidyl-halogenmethylketone mit einer 
oder mehreren freien Aminofunktionen im Molekiil, deren Zielenzyme d&mit 
als Aminopeptidasen gekennzeichnet sind, zusatzlich durch Cyclisierurigs 
reaktionen destabilisiert werden, was ihre Verwendbarkeit weitgehend 
ausschlieBt* 

2iel der Erf indung 

Ziel der Erfindung ist ein leicht anvrendbares, unter Anwendungsbedin- 
gungen geniigend robustes Verfahren zur spezifischen Hemmung der kata~ 
lytischen Aktivitat solcher Peptidhydrolasen, die WShrend ihrer Funk- 
tion keine C-terminal freien Carboxylgruppen im Substrat benStigen und 

insbesondere katalytisch wirksame Serin- oder Cysteinreste enthalten, 

» 

Darlegtrng des Vesens der Erfindung 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren unter Anvendung 

stabilerund synthetisch leicht darstellbare* Inhibitoren hoher Spezifi- 

tat fur eine Anzahl von Peptidhydrolasen zur Verfilgung zu stellen. 

Erfindung sgemSO erfiillt ein Verfahren unter Verwendung von Substanzen 

der allgemeinen Formel 

. R-C*NH-0-C~R. 

. i ■ i • 

diese Forderungen* 
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In der Formal bedeutet R einen c<- Aminosaure-, zum Beispiel 
MH 0 -CH (CHA)- fiir L-Alanin, einen N-geschUtztenCCHUainosaure- Oder 
einen Peptidylrest, dessen gonaue Struktur von Zielenzym fiir den be- 
treffenden Inhibitor abhangt* Die se. Struktur muB so beschaffen sein, 
daB die betreffende Peptidhydrolase eine Substanz mit einer -CO-NH- 
Gruppe anstelle des -CO-NHOCO-Restes in Pormel I als Substrat umsetzt* 

R^steht fiir einen Phenylrest', der in ortho- f meta-oder para-Stellung 
zur Carbonylgruppe keinen t einen Oder in* einer Kombination dieser 
Stellungen.zwei Substituenten, vorzugsueise F, Cl t Br, NOg f CH^ f 
CH^O tragt, 

Bei der Einvirkung der wSBrigen Losung eines Stoffes der Formel I 
mit einem solchen Rest R der von der betref fenden Peptidhydrolase als 
Substrat erkannt wird f auf die im biologischen Material enthalteno oder 
die isolierte- Peptidhydrolase unter auBeren Bedingungen, bei denen das 
Enzym ublichorweise seine katalytische Wirkung entfaltet, koinmt es zu 
einer zeitabhangigen irreversiblen Hemmung der Enzymaktivitat, die 
unter anderem von der Enzymkonzentration, der Inhibitorkonzentration 
und der Struktur der Reste R^und R abhangt* 

Das erfindungsgemaBe Yerfahren entfaltet dabei seine Wirkung derart, 
daS nach. Bindung der Inhibitoren an das Zielenzym ein Anion, im Falle 
der Struktur I also R-CCCT, abgespalten vird und das verbleibende 
hochreaktive Intermedial vom Typ R-CONH selbst oder nach schnellen 
Umwandlungen solche ohemische Gruppen im Enzym blockiert f die fUr das 
katalytische Geschohen bedeutsam sind # Diesen Typ der Hemmung eines 
Enzyms bezeichnet man als enzymaktivierte Inhibierung# Ein wichtiger 
Vorteil des Verfahrens unter Verwendung von Hemmstoffen auf dieser 
Basis besteht darin t daB die chemisch hochreaktive Gruppe ders Inhibi- 
tors sich erst nach der Einwirkung auf das Zielenzym herausbildet, so 
daB unspezifische Hemmeffekte auf andere Peptidhydrolasen und chemische 
Nebenreaktionen weitgehend vermieden .werden. Inhibitoren mit der Grund- 
struktur I zeichnen sich durch eine hohe Spezifitat aus # Eine Variation 
dieser Spezifitat zur Bemmung der verscbiedenen Peptidhydrolasen mit 
katalytisch wirksamen Serin- oder Cysteinresten im Molekiil gelingt in 
der Regel schon dadurch, daB zum Beispiel bei konstanten Rest R^ 
(A-Nitrophenyl) der Rest R der Spezifitat des Enzyms angepaBt vird. 
Die dazu notigen synthetischen Operationen entsprecben den iiblichen 
Methoden der Peptidchemie. 
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Gemische von Peptidbydrolasen lassen sich durch Gemische der fur diese 
Hydrolase* spezif ischen Inhibitoren hemmen* 

Die erf induhgsgemafien Inhibitoren konnen auch als Salze zum Beispiel * 
Hydrochloride Tosylat vorliegen# 

Ausfiihrungsbeispiele • 

Die Erfindung soil nachstehend an funf Ausfiihrungsbeispielen nahor 
erlautert werden, 

Beispiel 1 

Die in den Beispielen 2 bis 5 verve nde ten Inhibitoren warden aus den 
entsprechenden Peptidylhydroxamsauren nach folgender allgemeinen Vor- 
schrift hergestellt. 

2,67 mMol N-geschiitzte Peptidylhydroxamsaure werden in 5 El VJasser 
unter Riihren mit 3 mMol NaOH und 2,7 tMol 4-Nitrobenzoylchlorid, ge- 
lost in 5 ml Tetrahydrofuran, bei 5^C versetzt. Man laBt noch eine 
Stunde bei Raumtemperatur stehen und gieCt die Mischung anschlieftend 
in. 50 bis 100 ml Eiswasser. Der* ausf allende Niederschlag v/ird abgesaugt 
und Uber KOH getrocknet. Die Peptidyl-NC^lfitrobenzoyloxo) amide werden 
in der Regel aus Ethylacetat umkristallislert # 

Beispiel 2 

Dipeptidylpeptidase IV wurde unter Verwendung von Ala-Pro-N-(4-Nitro~ 
benzoyloxo)amid . HC1 irreversibel gehemmt, 

pie. Reaktionslosung enthielt 1 f T10~ 3 mol/l Inhibitor, 0,037 mol/1 
Natriumphosphatpuffer (pH 7,6), KC1 um die Ionenstarke auf 0,125 ein- 
zustellen und 0,3 fig Dipeptidylpeptidase IV. Die Reaktion wurde durch 
Zugabe des Enzyms zur Inhibitorlosung gestartet und bei 30°C durchge- 
ftthrt* 

Das Gesamtvo lumen des Reaktionsansatzes betrug 2,7 ml* . 
Im zeitlichen Abstand von 10 Hinuten wurden Proben von 0,2 ml dem 
Reaktionsansatz entnommen und in einem Testansatz die verbliebene En- 
zymaktivitat im Vergleich zu einem mitgelaufenen Blindwert ohne Inhibi- 
tor vermessen. Nach 20 Minuten war die Aktivitat der Dipeptidylpepti- 
dase auf 50% der Ausgangsaktivitat ge sunken/ nach 120 Minuten war keine 
Enzymaktivitat raehr nachweisbar. 

Der Testansatz zur Bestimmung der Enzymaktivitat enthielt 0,037 mol/1 
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Natriurophosphat bei pH ? t 6 und 2,0 ^ 10~?Aia-P*o-4-nitroanilid. Die 
Enzymaktivitat wurde spektralphotometrisch anhand der Extinktionszu- 
nahme durch freigesetztes 4-Hitroanilin .bei 3S0 nm ermittelt. Das Ge- 
samtvolumen des Testansatzes betrug 2,7 ml, Gemessen vurdo bei 30°C, 

Bei spiel 3 

Im Humanurin enthaltene Dipeptidylpeptidase IV vurde unter Verwendung 
von Ala-Pro-N~(4-Nitro-benzoyloxo)amid ♦ HC1 irreversibel inhibiert # 
Zu dem im Beispiel 1 angegebenen Reaktionsansatz wurde anstelle eines 
Teils der Pufferlosung O f 5 ml Humanurin gegeben* Die Enzymaktivitat in 
Abhangigkeit von der Binwirkungszeit wurde analog Beispiel 1 bestimmt, 
Nach 20 Minuten Reaktionszeit betrug die restliche Aktivitat der Dipep- 
tidylpeptidase JV noch 5C#, nach 120 Minuten war keine Aktivitat mehr 
nachweisbar. 

Beispiel 4 

Thermitase (eine mikrobielle Protease aus Thermoactinomyces vulgaris) 
wurde unter Verwendung von B0C~Ala A N-(4-nitrobensoyloxo)amid irrever- 
sibel inaktiviert. 

Die Reaktionslosung enthielt 4,2 ♦ 10~-*mol/l Inhibitor .und 0,033 mol/1 
Tris-Puffer (pH ?,5)«. Der Thermitasegohalt betrug 1,4 ♦ 10~ 6 mol/l; 
der Reaktionsansatz 1,5 ml wurde auf 30°C gehalten* Im zeitlichen Ab- 
stand von 2 Minuten wurden Proben von je 0,1 ml entnommen und im Test- 
ansatz auf die verbliebene Enzymaktivitat im Vergleich zu einem mitge- 
laufenen Blindwert ohne Inhibitor zu sat z vermessen. 
Nach 2 Minuten betrug die Aktivitat der Thermitase noch ca 50^ des 
Ausgangswertes, nach 15 Minuten war keine Enzymaktivitat mehr nach- 
weisbar. 

Der Testansatz zuf Bestinraung der Enzymaktivitat enthielt 0,033 mol/1 * 
Tris-Puffer pH ?,5 (30°C) und 5»3 • 10~\ol/l B0C-Ala-Ala-4-nitroani- * 
lid. Die Enzymaktivitat wurde durch einen Extinktions^nstieg bei 390nm 
ermittelt, 

Beispiel $ 

Slastase aus RinderpanKreas" wurde unter Verwendung von BOC-Ala-Pro-Ala- 
I?-(4-Nitr6benzoyloxo)amid irreversibel inhibiart. Die Reaktionslosung 
enthielt 2,8 * 10 mol/1 Inhibitor, 0,033 .mol/1 Tris-Puffer (pH 8,0) 
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und 0,077 mol/1 NaCl, 

•-6 

Der Elastasegehalt betrug 5#3 • 10 mol/1 f der Reaktionsansatz von 
1,5 ml wurde bei 30°C gehalten# Im zeitlichen Abstand von 5 bis 10 
Minuten vurden Proben von je 0,1 ml entnommen und im Testansatz auf 
•die verbliebene Enzymaktivitat im Vergleicfc zu einem mitgelaufenen 
Blindigert ohne Inhibitorzusatz vermessen. BTach 18 Minuten betrug die 
Aktivitat der Elastase noch 5055 des Ausgangswertes und war nach 120 
Minuten mehr nachweisbar, 

Der Testansatz enthielt 0,033 mol/1 Hatriumphosphat pH 7$0 und 2,4 ♦ 
10~*mol/l B0C-Ala-4-nitrophenylester # Die Messung der Bnzymaktivitat 
wurde spektralphotometrisch bei 405 wa anhand des freigesetzten 4- 
Nitrophenols durchgefiihrt* 
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Erf indungsanspruche 

1 # Verfahren zur Hemmung der AlctivitsLt von solchen'Peptidhydrolasen, 
die wShrend ihrer Funktion keine Oterminal freie Carboxylgruppe 
im Substrat benotigeu und insbesondere katalytisch virksame Serin- 
Oder Cysteinreste e&thalten, gekennzeichnet dadurch, dafi Substanzen 
der allgeaeinen Pormel I 

R - C NH-0 - C - IL 

a ii 1 

0 0 

angewandt verden, worin S eine (X -Amino sSure, eine N-geschutzte 
^C«Axsinosaure Oder einen Peptidylrest, dessen genaue Struktur vom 
Zielenzym fUr den betref'fenden Inhibitor abhangt, bedeuten, vobei 
diese Struktur so beschaffen ist, daQ die betreffende Peptidhydro- 
lase eine Substanz mit einer -CONH-Gruppe anstelle der ~C0tfH-0CO- 
Gruppo in Formel I als Substrat umsetzt und B^fiir einen Phenylrest, 
der in ortho-, meta- oder para-Stellung zur Carbonylgruppo keinen^ 
dinen oder in einer Kombination dieser Stellungen zwei Substituen- 
ten, vorzugsveiso F, Cl,Br t N0 2f CH^ t CH^0 tragt, steht, wobei der 
aktive Hemaistoff ein enzymaktiviertes Interraediat vora Nitrentyp 
darstellt* 

•2* Verfahren zur Hemmung von Peptidhydrolasen gekennzeichnet durch die 
Aavendung von Mitteln, die einen Inhibitor gemaO dem* Verfahren in 
Anspruch 1 enthalteri. 
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